The microRNA-200b levels in gefitinib-insensitive patients were decreased compared with gefitinib-sensitive patients. Transfection with microRNA-200b mimic increased the gefi����b ����c�� ���l�f������� ����b�����, ��������� ��� c�ll c�cl� ������ �� A549 c�ll�. Al��, �����f�c���� w��� ��c��RNA-200b mimic increased the migration inhibitory effect of gefitinib �� A549 c�ll�. D�c������ IGF-1R �x�������� �������� w��� ����c�� ���������l����� �f AKT ��� ERK w��� �b������ f�ll�w��� �����f�c���� �f A549 c�ll� w��� ��� ��c��RNA 200b ����c. I� c��cl�����, ����c���� �f ��c��RNA-200b
Introduction
N��-���ll c�ll l��� c��c�� (NSCLC) �� ��� ���� c����� ����������� ������ ����� cl���c�ll�, �cc������� f�� ~80% �f l��� c��c����� c���� (1) . I� �� cl���c�ll� c����c����z�� b� ����� �����������, ������ ������������ ��� � ���� �����l��� ����. S����c�l ����c���� �� ��� c������ ������l ������� f�� NSCLC, b�� <50% �f NSCLC �������� c�� ��c���� �����c�l ��������� ��� �� l��� ��������� ��� �����c�� ����� �f ������� (2) . T����f���, w��� ��� �xc������ �f �������, c����������� �� �l�� �� ��������l �������� �� ��� ��������� �f NSCLC, �����c�l��l� f�� ��l�c�l�� �������� ������� (3, 4) . E�������l ���w�� f�c��� ��c����� �������� k����� ����b����� (EGFR-TKI�) ��� ��� ���� w�ll k��w� ��l�c�l�� �������� ����-c��c�� ����� ��� ��� �����c�l��l� �ff�c���� �� �������� w��� �c�������� EGFR ��������� (5) . G�f�����b �� � ���c�f�c EGFR-TKI, w��c� �� �x�������l� ���l��� �� ��� ��������� �f ���-���ll l��� c�ll� �� cl���c�l ���c��c� (6, 7) . Cl���c�l ������� (8, 9) ���� �������� that as first-line therapy, gefitinib significantly improves the �������l �� �����c�� EGFR ��������-�������� NSCLC ��������. H�w����, f�� ������� �������, ��c� �� EGFR ���� ������ ��� ����� ��c������������� c������, ��� ����������� �f NSCLC patients to gefitinib differs (10) . I� ��������, �������� ������� demonstrated that certain patients develop resistance to gefi����b w����� � ���� (11) . T���, ���l������ ��� �����c���� ��� effectiveness of gefitinib is crucial for adjusting therapeutic regimens and avoiding futile or low-efficiency treatment.
M�c��RNA �� � ���� �f �����-c���� ���-c����� RNA ���� ��� b��� c��f����� �� b� cl���l� ����c����� w��� ��� ��c����c�, ����������� ��� ���� ��������c� �f ������. F�� �x���l�, F� et al found that microRNA-93 was significantly ������l���� �� c���l����-��������� ������� c��c�� c�ll� (12) . D��� et al f���� ���� ��c��RNA-31 ����b��� c���l����-����c�� ��������� �� NSCLC (13 Cell Counting assay. T����f�c��� ��� ���-�����-f�c��� A549 c�ll� w��� �l���� �� � ������� �f 1.0x10 5 c�ll�/w�ll into a 96-well plate and incubated for 24 h at 37˚C in a 5% CO 2 ����������. S�b��q���� �� b���� ���������� f�� 24 �, all cells were treated with 0.1 µM gefitinib for 6, 12, 24 and 48 h. Subsequent to gefitinib treatment, 10 µl CCK-8 reagent (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) was immediately ����� �� ��c� w�ll. Af��� 4 �, ��� ��������� �f �������� w�� ��������� b� S��c���M�x �3 ��c������� �l��� ���c������-������� (M�l�c�l�� D���c��, LLC, S������l�, CA, USA) �� 450 �� ��� ��� c�ll ���b�l��� w�� ���������.
Flow cytometry analysis. T����f�c��� ��� ���-�����f�c��� A549 cells were treated with 0.1 µM gefitinib for 24 h and harvested. For cell cycle analysis, cells were fixed in 70% ������l f�� 12 � ��� ���� ��c�b���� w��� b�������x�������� (B��U) ��� 7-�����-�c������c�� D (7-AAD), �cc������ �� ��� �����l�� �����c�l �������� b� BD P��������� B��U Fl�w K��� (BD B���c���c��, H����lb���, G������). T�� cell cycle was analyzed using FACSCalibur flow cytometer ������ (BD B���c���c��). F�� ��������� ���l����, ���bl� staining (Annexin V-fluorescein isothiocyanate and propidium ������) w�� ���f����� ��� c�ll� w��� �l�� ���l�z�� ����� ��� FACSCalibur flow cytometry system. The flow cytometry data w��� ���l�z�� b� C�llQ���� P�� ��f�w��� (BD B���c���c��).
Transwell migration assay. U���� 24-w�ll T����w�ll c���b��� (C������ I�c���������, C������, NY, USA) ��� ��������� �f A549 c�ll� w�� �b������. Acc������ �� ��� ����f�c�����'� protocol, the lower chambers were filled with 500 µl DMEM ����l������� w��� 10% FBS, ��� 1x10 4 c�ll� ��� 100 µl DMEM w������ FBS w��� �l�c�� ���� ��� ����� c���b���. A� routinely, Cells were cultured for 24 h at 37˚C in the presence �f 5% CO 2 ��� ���� ��� c�ll� ���� ��� ������� ��� l�w�� ���f�c� �f ��� ��c�������� ���b���� �f ��� T����w�ll c���b�� w��� fixed using methanol. Subsequent to being stained with crystal violet, the cells were quantified. T�bl� II. P����� ��q���c�� �f IGF-1R, AKT ��� ERK.
Quantitative PCR for IGF-1R, protein kinase B (AKT) and extracellular signal-related kinases (ERK
IGF-1R, ����l��-l�k� ���w�� f�c��� ��c����� 1; AKT, ������� k����� B; ERK, �x���c�ll�l�� �����l-��l���� k�����; GAPDH, �l�c���l������ 3-��������� �������������.
have confirmed that the growth of NSCLC is associated with EGF, vascular endothelial growth factor, fibroblast growth f�c��� ��� IGF (18) (19) (20) . T����f���, ��l�c�l�� �������� ����� c�� �������� ��� ���w�� �f NSCLC b� ����b����� �� �c�������� ��� ��c������ �� ����c����� ����w��� �f ��� �f������������ ���w�� factors. EGFR is the specific EGF receptor, and studies have ���w� ���� �����x�������� �f EGFR �x���� �� ���� ���� ��lf �f NSCLC �������� (18, 21) . EGFR ��� �������� k����� �c������, ��� ��b��q���� �� b������ w��� ��� l����� �� c�� c���� ����-�����l����� �f ��w������� �������� ��� �c������ ��w������� �����l��� ����w���, ��cl����� ��� �������-�c������� ������� k����� (MAPK) ��� ���������������� 3-k����� (PI3K)/AKT ����w��� (22, 23 (14) . T�� ��c������ �f ��c��RNA-200b-����c�� c����������� ��������c� �� c���l�-c����. G�����ll�, ��� ����c������ b��w��� ��c��RNA-200b �������l����� ��� c��c�� c������������c� c�� b� �x�l����� ������� ��� ����c�� �f ������l��l-�����c����l ����������, c��c�� ���� c�ll ���������c�, ������������, ��������� ��� c�ll c�cl� ������b����� (14, 30) . H�w����, ��� ������� ����� focused on the IGF-1R pathway specifically.
IGF-1R �� � ��������b���� �������� ������� ��c����� w��� �������� k����� �c������, w��� b������ w��� � l�����, �� c�� �c������ ��� ��w������� EGFR ����w��� ����������� �f EGFR, such as the PI3K-AKT pathway, to reduce the efficacy �f EGFR-TKI ����� ��� ���� c���� ���� ��������c� (24,31). T����f���, �� ����� ��� �c�������� �f ����w��� ��w������� �f ��� EGFR ����w��, ��c� �� ��� MAPK ��� PI3K/AKT ����-ways, it is particularly important to maintain the efficacy of gefitinib. In the present study, it was shown that upregulating the �x�������� �f ��c��RNA-200b c��l� ����c� IGF-1R �� ��� c�ll� ��� ����b�� ���������l����� �f ERK ��� AKT. T����f���, �� �� c��������� ���� ��c��RNA-200b ��� ��c����� ��� ����b����� effect of gefitinib on NSCLC cells by inhibiting the expression �f IGF-1R ��� ����c��� ��� �c�������� �f MAPK ��� PI3K/AKT ����w��� c����� b� IGF-1R.
The majority of previous studies reported that the target ����� �f ��� ��c��RNA-200 f���l� �� ������ ��� ��� z��c finger E-box binding homeobox 1 and 2 with transcriptional ����l����� f��c���� (32) 
